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(57) Abstract 

The invention relates to an agent for detecting 
chemical substances or physical properties, compris- 
ing: a first polynucleotide (1) or peptide sequence 
having a first (3) fluorophore group, the first end (El) 
of said sequence being bonded on a solid phase (5) 
and a second polynucleotide (la) or peptide sequence 
having a second (4) fluorophore group, the second 
end (E2) of said sequence having a group (6) that 
can be bonded or attached to the chemical substance 
(7) to be detected or that is sensitive to the physi- 
cal property to be detected. The first polynucleotide 
(1) or peptide sequence can be attached to die sec- 
ond polynucleotide (la) or peptide sequence in such 
a way that a spatial relationship enabling an interac- 
tion between the first (3) and the second fluorophore 
group (4) is produced. When the chemical substance 
(7) is attached to the group (6) and or the influence of 
an external force is exerted on the group (6, 12), the 
spatial relation can be eliminated thereby generating 
a fluorescent reaction. 



(57) 




™ a JL^^* ^ 20111 Navels chemischer Substanzen oder physikalischer Eigenschaften, mit einer eine erste 

(3) fluorophore Gruppe aufweisenden ersten Polynukleotid- (1) oder Peptidsequenz, dcren erstes Ende (El) an eine teste Phase (S\ 
grijmden ist und einer erne zweite (4) fluorophore Gruppe aiifweisenden zweiten Polynukleotid (la) oder Peptidsequenz, deren zweites 
^^^Z^^^^^^^^ ^ anlagerbare oder eine' fur die ISJS 

agenschaft empfindltche Gruppe (6) aufweist, wobei die erste Polynukleotid- (1) oder Peptidsequenz an die zweite PolyruJdeotid- (la) 
^f^^f 2 f^lf?? 1 eme Wechselwirkung zwischen der ersten (3) und der zweiten fluorophoren Gruppe (4) 

ermaghchende raumliche Beziehung herstellbaT ist, und wobei bei Anlagerung der chernischen Suhstanz (7) an die Gruppe (oTuXer 
EinwnVung einer fiuBcren Kraft auf die Gruppe (6, 12) die raurnliche Beziehung aufheb- und damit eine Fmc^naea^erzeu^ 
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Mittel und Verf ahren zum Nachweis chemischer Substanzen 



Die Erfindung betrifft ein Mittel und ein Verfahren zum Nach- 
, weis chemischer Substanzen und physikalischer Eigenschaften. 

Aus der US 5,607,834 ist es bekannt, zum Nachweis einer Nu- 
kleotidsequenz einen Primer mit einer Haarnadelschleif e zu 
verwenden. Dabei sind an den gegenUberliegenden Schleifenab- 
3 schnitten der Haarnadelschleif e ein erstes und ein zweites 
fluorophores Molekiil vorgesehen. Die fluorophoren Mole Wile 
sind hier so ausgebildet, dafi durch den strahlungslosen Ener- 
gieiibergang die Fluoreszenz geloscht wird. Wenn der Primer 
' allerdings mit einem komplementaren Gegenstrang hybridisiert, 
5 wird die Haarnadelschleif e gettffnet. Die eine Fluoreszenz 16- 
schende raumliche Beziehung zwischen dem ersten und dem zwei- 
ten fluorophoren Molekiil wird geandert. Damit ist eine Fluo- 
reszenz beobachtbar. - Dieses Verfahren eignet sich nur zum 
Nachweis von Nukleotidsequenzen. 

Aus David J. Holme und Hazel Peck: Analytical biochemistry, 
Longnamm, London und New York, 1983, Seiten 243-244 ist es 
allgemein bekannt, zum Nachweis von Antigenen Fluro- 
Immonoassays zu verwenden. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Mittel und ein 
Verfahren anzugeben, die sich universell zum Nachweis chemi- 
scher Substanzen und physikalischen Eigenschaften eignen. 

30 Diese Aufgabe wird durch die Merkmale der Anspruche 1 und 13 
gelost. ZweckmaMge Ausgestaltungen ergeben sich aus den 
Merkmalen der Anspruche 2 bis 12 und 14 bis 32. 
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Nach MaBgabe der Erfindung ist ein Mittel zum Nachweis chemi- 
scher Substanzen oder pysikalischer Eigenschaf ten vorgesehen, 
mit 

5 

einer eine erste fluorophore Gruppe aufweisenden ersten 
Polynukleotid- oder Peptidsequenz, deren erstes Ende an eine 
feste Phase gebunden ist und 

10 einer eine zweite fluorophore Gruppe aufweisenden zwei- 

ten Polynukleotid- oder Peptidsequenz, deren zweites Ende ei- 
ne an die nachzuweisende chemische Substanz bind- bzw. anla- 
gerbare oder eine fur die nachzuweisende physikalische Sub- 
stanz empfindliche Gruppe aufweist, 

15 

wobei die erste Polynukleotid- oder Peptidsequenz an die 
zweite Polynukleotid- oder Peptidsequenz so anlagerbar ist, 
dass eine eine Wechselwirkung zwischen dem ersten und dem 
zweiten fluorophoren Molekiil ermoglichende r&umliche Bezie- 
20 hung herstellbar ist, 

und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz an die 
Gruppe und/oder Einwirkung einer aufleren Kraft auf die Gruppe 
die rMumliche Beziehung aufheb- und damit eine Fluoreszenzre- 
25 aktion erzeugbar ist. 

Das Mittel ist universell zum Nachweis chemischer Substanzen 
und physikalischer Eigenschaf ten geeignet. Zur Priifung der 
Frage, ob eine bestimmte chemische Substanz in einer Ldsung 
30 enthalten ist, wird das Mittel mit der Ldsung in Kontakt ge- 
bracht . Wenn die chemische Substanz in der L5sung enthalten 
ist, lagert sie sich an die Gruppe an. Durch Einwirkung einer 
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von der festen Phase weg gerichteten aullern Kraft, z.B. einer 
Zentrif ugalkraft, wird die rSumliche Beziehung zwischen der 
ersten und der zweiten fluorophoren Gruppe geandert. Es ist 
eine Fluoreszenzreaktion beobachtbar. Dabei kann es sich urn 
5 die Loschung einer bei Vorliegen der rfiumlichen Beziehung ge- 
bildeten Fluoreszenz handeln. Die Fluoreszenzreaktionen beru- 
hen hier im wesentlichen auf dem sogennnten F&rster-Ef fekt . 

Zur LSsung der Aufgabe ist des weiteren ein Verfahren zura 
10 Nachweis chemischer Substanzen oder pysikalischer Eigenschaf- 
ten vorgesehen, mit 

einer eine erste fluorophore Gruppe aufweisenden ersten 
Polynukleotid- oder Peptidsequenz, deren erstes Ende an eine 
15 feste Phase gebunden ist und 

einer eine zweite fluorophore Gruppe aufweisenden zwei- 
ten Polynukleotid- oder Peptidsequenz, deren zweites Ende ei- 
ne an die nachzuweisende chemische Substanz bind- bzw. anla- 
20 gerbare oder eine fur die nachzuweisende physikalische Eigen- 
schaft empfindliche Gruppe aufweist, 

wobei die erste Polynukleotid- oder Peptidsequenz an die 
zweite Polynukleotid- oder Peptidsequenz so angelagert wird, 
25 dass eine eine Wechselwirkung zwischen dem ersten und dem 
zweiten fluorophoren Molekul ermdglichende raumliche Bezie- 
hung gebildet wird, 

und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz an die 
30 Gruppe und/oder Einwirkung einer Sufieren Kraft auf die Gruppe 
die raumliche Beziehung aufgehoben und damit eine Fluores- 
zenzreaktion erzeugt wird. 
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Das Verfahren eignet sich universell zum Nachweis chemischer 
Substanzen und physikalischer Eigenschaf ten, wie z.B. das 
Vorhandensein eines Magnet f elds. Dazu kann z.B. eine magneti- 
5 sche chemische Substanz an die Gruppe gekoppelt wer&en oder 
eine magnet ische Gruppe vorgesehen sein. Bei Anlegen eines 
Magnet f elds, welches die chemische Substanz bzw. Gruppe weg 
von der festen Phase zieht, wird die rSumliche Beziehung zwi- 
schen dem ersten und dem zweiten fluorophoren Molektil aufge- 

10 hoben. Es ist eine Fluoreszenzreaktion beobachtbar, welche 
das Vorhandensein eines Magentfelds anzeigt. Das erfindungs- 
gemafie Verfahren ist aufierdem schneller als herkammliche Ver- 
fahren zum Nachweis chemischer Substanzen, wie das ELISA- 
Verfahren, weil zum Nachweis ein zeitaufwendiger Umsatz eines 

15 farbgebenden Substrats nicht erforderlich ist und weil die 
Waschschritte zur Entfernung ungebundener Antikerper entfal- 
len. 

Nach einer Ausgestaltung sind die erste und die zweite Po- 
20 lynukleotid- oder Peptidsequenz zu einem Molektil verbunden. 
In diesem Fall kann die rSumliche Beziehung in Form einer Se- 
kundarstruktur, insbesondere als Haarnadelschleif e, Helix 
oder Faltblattstruktur, ausgebildet sein. Vorteilhafterweise 
sind das erste fluorophore MolekUl an einem ersten Schleifen- 
25 abschnitt und das zweite fluorophore MolekQl gegentiberliegend 
an einem zweiten Schleifenabschnitt der Haarnadelschleife in 
einem eine Wechselwirkung ermoglichenden Abstand gebunden. 

Bei der festen Phase kann es sich urn einen, vorzugsweise 
30 elektrisch leitfahigen, Kunststoff handeln. Dieser enthait 
zweckmafligerweise ein Polycarbonat, Trimethylthiophen, Thio- 
phen, Triaminobenzol und/oder ein Polycarben. 
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Die Polynukleotidsequenz kann eine Desoxyribinukleinsaure 
(DNA), eine Phospothionatnukleinsaure (PTO) oder eine Peptid- 
Nuklelnsaure (PNA) sein. Statt dessen konnen aber auch ein 
5 Peptid oder ein Protein verwendet werden. Bei der Fluores- 
zenzreaktion kann es sich urn die Erzeugung oder das Lbschen 
von Fluoreszenz handeln. 

Nachfolgend werden Ausfiihrungsbeispiele des Mittels und Ver- 
io fahrens anhand der Zeichnung naher erlautert. Hierin zeigen 



Fig. 1 eine 



schematische Darstellung des Mittels, 



Fig. 2 eine schematische Ansicht nach Fig. 1, mit einem 
15 daran gebundenen Antigen und 

Fig. 3 eine schematische Ansicht nach Fig. 2, wobei die 
Sekundarstruktur aufgehoben ist, 

20 Fig. 4 eine schematische Darstellung eines zweiten Mittels 
im ersten Zustand, 

Fig. 5 eine schematische Darstellung nach Fig. 4, wobei 
das zweite Mittel im zweiten Zustand ist, 

Fig. 6 eine schematische Darstellung eines dritten Mittels 
im ersten Zustand und 

Fig. 7 eine schematische Darstellung nach Fig. 6, wobei 
das dritte Mittel im zweiten Zustand ist. 



25 



30 
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In Fig. 1 ist das Mittel schematise*! dargestellt. Eine DNA 1 
weist eine Haarnadelschleife 2 mit einem ersten 2a und einem 
korrespondierenden zweiten gegeniiberliegenden Schleifenab- 
schnitt 2b auf. Am ersten Schleif enabschnitt 2a ist eine er- 
5 ste flourophore Gruppe 3 und am zweiten Schleifenabschnitt 2b 
ein Quencher 4 gebunden. Zwischen der ersten fluorophoren 
Gruppe 3 und dem Quencher 4 besteht eine Wechselwirkung, wel- 
che Fluoreszenz lSscht oder die WellenlSnge des emittierten 
Lichts spezifisch verandert. Statt des Quenchers 4 kann auch 
10 eine zweite fluorophore Gruppe vorgesehen sein. Dabei kann es 
sich urn eine Donorgruppe handeln. In diesem Fall besteht die 
erste fluorophore Gruppe aus einer Akzeptorgruppe. In der 
nachfolgenden Tabelle sind geeignete Donor-/Akzeptor- 
verbindungen wiedergegeben: 

15 



Donor 


Akzeptor 


Fluorescein 


Fluorescein 


6-Carboxy-Fluorescein 


6-Carboxymethyl-Rhodamin 


Fluorescein 


Tetramethylrhodamin 


IAEDANS (= 5-( ( ( (2-iodoacyl) 
amino) ethyl) amino) naphthalene- 
l-sulons£ure) 


Fluorescein 


EDANS (= 5-( (2-aminomethyl) 
amino) naphthalen-l-sulf onsaure 


DABCYL ( 4 -dimethylaminoazo- 
benzen-4 '-sulfoylchlorid) 


BODIPY FL 


BODIPY FL 



Ein erstes Ende El der DNA 1 ist an eine feste Phase 5, z.B. 
ein Polycarbonat, gebunden. An einem zweiten Ende E2 der DNA 
1 ist ein AntikSrper 6, z.B. ein CD4-Antik6rper, gebunden. 

Fig. 2 zeigt das in Fig. 1 dargestellte Mittel, wobei an den 
AntikGrper 6 ein nachzuweisendes Antigen 1, z.B. ein CD4- 
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Antigen, gebunden ist. Ein Stoff 8 ist aus einer weiteren an 
das Antigen 7 anlager- bzw. bindbaren Gruppe 9, z.B. ein CD4- 
Antikroper, und einem superparamagnetischen Partikel 10 ge- 
bildet. Als superparamagnetische Partikel k6nnen magnetische 
5 beads verwendet werden, wie sie von den Firmen MILTENY Oder 
DYNATECH angeboten werden. Solche magnetischen beads kSnnen 
mittels Biotin an einen CD4-Antik6rper zur Bildung des Stoffs 
8 gekoppelt werden. Statt des superparamagnetischen Partikels 

10 kann auch eine superparamagnetische Gruppe Verwendung fin- 
10 den. Die weitere Gruppe 9 ist ebenfalls an das nachzuweisende 

Antigen 7 gebunden. 

Fig. 3 zeigt das in Fig. 2 gezeigte Mitt el mit angelagertem 
Antigen 7 und einen daran gekoppelten Stoff 8. Die Haarnadel- 
15 schleife 2 ist hier aufgehoben. Die Akzeptorgruppe 3 und der 
Quencher 4 sind soweit voneinander entfernt, dafi keine Wech- 
selwirkung zwischen ihnen mehr besteht. Mit dem Bezugszeichen 

11 ist ein Magnet bezeichnet. 

20 Die Funktion des Mittels ist folgende: 

Einer das nachzuweisende Antigen 7 enthaltenden Probe wird 
der Stoff 8 zugesetzt. Die weitere Gruppe 9 des Stoffs 8 bin- 
det an das Antigen 7. Dann wird das Mitt el gemaB Fig. 1 mit 

25 der Probe in Kontakt gebracht. Das Antigen 7 bindet nun (mit 
daran gekoppeltem Stoff 8) an die Gruppe 6. Nachfolgend wird 
der Magnet 11 in die Nahe der Probe gebracht. Das Magnet f eld 
ist so ausgebildet, dafi die superparamagnetischen Partikel 10 
von der festen Phase 1 wegbewegt werden. Durch die dadurch 

30 auf die DNA 1 wirkende Kraft wird die Haarnadelschleif e 2 
aufgehoben. Die DNA 1 bildet ein langgestrecktes Molekai. Die 
Wechselwirkung zwischen der vormals gegenttberliegenden ersten 
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fluorophoren Gruppe 3 und dem Quencher 4 failt weg. Bei Anre- 
gung der ersten fluorophoren Gruppe 3 ist nun eine Fluores- 
zenz beobachtbar. Die Fluoreszenzreaktion dient zum Nachweis 
des Antigens 7. - Es kann zum Nachweis auch ein Donor-/ Ak- 
5 zeptorpaar verwendet werden, bei dem bei Bestehen der Wech- 
selwirkung eine verstarkte und bei Aufhebung der Wechselwir- 
kung eine abgeschwachte Fluoreszenz bewirkt wird. 

Das Mittel kann nun aus der Probe entfernt werden. Gleichzei- 
10 tig wird damit das nachgewiesene Antigen 7 der Probe entzo- 
gen. 

Das Mittel kann infolge des bei Vorliegen des nachzuweisenden 
Antigens 7 bewirkten Fluoreszenzsignals automatisch durch ei- 
15 nen Roboter der Probe entfernt und zur Durchfiihrung weiterer 
Verfahrensschritte an eine dazu vorgesehene Einrichtung iiber- 
geben werden. 

In Fig. 4 weist eine DNA oder PNA 1 eine Haarnadelschleif e 2 
20 mit einem ersten Schleif enabschnitt 2a und einem dazu komple- 
mentaren zweiten Schleif enabschnitt 2b auf . Am ersten Schlei- 
fenabschnitt 2a ist eine erste fluorophore Gruppe 3 und am 
zweiten Schleifenabschnitt 2b eine zweite fluorophore Gruppe 
4 gebunden. Die fluorophoren Gruppen 3, 4 weisen einen raum- 
25 lichen Abstand auf, der bei entsprechender Anregung einen 
Fluoreszenz-Energie-Transfer erlaubt. Bei den fluorophoren 
Gruppen 3, 4, kann es sich um ein Donor/Akzeptor-Paar oder 
ein Donor/Quencher-Paar handeln. Dabei kann sowohl der ersten 
fluorophoren Gruppe 3 als auch der zweiten fluorophoren Grup- 
30 pe 4 die Donor- oder Akzeptorf unktion zukommen. 
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Die Haarnadelschleife 2 wird mit einer ersten Kraft Fl zusam- 
mengehalten. Die DNA 1 ist mit einem Ende El an die feste 
Phase 5 gebunden. Dabei kann es sich urn Polysterol oder Poly- 
carbonat handeln. Es kann am einen Ende der DNA 1 Biotin vor- 
5 gesehen sein, welches zur Bindung an die feste Phase mit ei- 
ner dort vorgesehenen Streptavidinbeschichtung reagiert. 

Am zweiten Ende E2 der DNA 1 ist eine Gruppe 12 gebunden. Da- 
bei kann es sich um einen Antikorper, ein Antigen, einen Re- 
10 zeptor oder einen Liganden handeln. Sofern der Nachweis phy- 
sikalischer Eigenschaften gefiihrt werden soil, kann es sich 
bei der Gruppe auch um eine magnetische 12 oder eine elek- 
trisch geladene Gruppe handeln. 

15 In Fig. 5 ist das Mittel gemSB Fig. 4 im zweiten Zustand ge- 
zeigt. Auf die magnetische Gruppe 12 wirkt eine zweite Kraft 
F2. Dabei handelt es sich -urn eine Magnetkraft. Die zweite 
Kraft F2 ist grofier als die erste Kraft Fl. 

20 Bei Anlegen der zweiten Kraft F2 wird die DNA 1 gestreckt. 
Die Haarnadelschleife 2 wird zerstort. Die raumliche Bezie- 
hung zwischen der ersten 3 und der zweiten fluorophoren Grup- 
pe 4 wird aufgehoben. Es ist kein Fluoreszenz-Energie- 
Transfer mehr moglich. Die fluorophoren Eigenschaften der er- 

25 sten 3 und der zweiten fluorophoren Gruppe 4 andern sich. Auf 
der Grund der Anderung der fluorophoren Eigenschaften ist ein 
Nachweis eines Vorliegens eines Magnetfelds moglich. 

In den Fig. 6 und 7 ist ein drittes Mittel zum Nachweis che- 
30 mischer Substanzen oder physikalischer Eigenschaften gezeigt. 
Dabei ist an die feste Phase 5 eine erste DNA la gebunden, 
welche die erste fluorophore Gruppe 3 tr£gt. Die erste DNA la 
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ist abschnittsweise komplementar zu einer zweiten DNA lb, an 
deren zweites Ende die magnetische Gruppe 12 gebunden ist. 
Die zweite DNA lb tragt einen Quencher 4. 

5 Die erste DNA la und die zweite DNA lb sind so ausgebildet, 
dass bei Aneinanderlagerung ihrer komplementaren Sequenzab- 
schnitte die erste fluorophore Gruppe 3 und der Quencher 4 
eine raumliche Beziehung eingehen kannen, welche einen Fluo- 
reszenz-Energie-Transfer ermoglicht. 

10 

Bei Anlegen eines Magnetfelds wird auf die magnetische Gruppe 
12 eine von der festen Phase 5 weggerichtete Kraft F2 ausge- 
ubt. Die zweite Kraft F2 ist grSfler als die erste Kraft Fl, 
mit welcher die erste DNA la und die zweite DNA 2a im in Fig. 

15 6 gezeigten ersten Zustand zusammengehalten werden. Unter 
Einwirkung der zweiten Kraft F2 lost sich die zweite DNA lb 
von der ersten DNA la ab. Die raumliche Beziehung zwischen 
der ersten fluorophoren Gruppe 3 und dem Quencher 4 wird auf- 
gehoben. Es ist kein Fluoreszenz-Energie-Transf er mehr mog- 

20 lich. Dadurch wird eine Fluoreszenzreaktion bedingt, die das 
Vorhandenseiri eines Magnetfelds anzeigt. 

'Beispiel: Herstellung eines Magnetf eldsensors 

25 1. Synthese eines DNA-Hybrids einer mit f luoreszenzaktiven 
Gruppe . 

Zwei Oligonukleotide einer LSnge von 40 Basen werden synthe- 
tisiert. Die Sequenzen der Oliogonukleotide sind zueinander 
30 komplementar. Der Schmelzpunkt der Oligonukleotide liegt bei 
ca. 70 °C. Ein erstes Oligonukleotid trSgt am 3 1 Ende einen 
Aminolinker und am 5 r Ende eine Fluoreszein-Gruppe, Ein zwei- 
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tes Oliognukleotid trMgt am 3'Ende eine Dabcyl-Gruppe und am 
5'Ende ein Biotin-Molektil. Die vom Hersteller (TibMol Biol, 
Berlin) im gef riergetrockneten Zustand gelieferten Oligonu- 
kleotide werden in einer Konzentration von 100 mM in sterilen 
5 Wasser gelost. Je 100 \xl der Losungen werden in einem 500 ul 
ReaktionsgefaB zusammengefuhrt und 5 Min. auf 95 °C erhitzt. 
Danach wird die Probe 15 Min. auf 68 °C (2 Min. unterhalb des 
Schmelzpunktes der Oligonukleotide) abgekiihlt und dann bei 
4°C gelagert. 

10 

2. Kopplung des DNA-Hybrids an eine Maleinsaureanhydrid- 
aktivierte Kunststof foberf lache 

In jeder Kavit^t einer Maleinsaureanhydrid-aktivierten Mikro- 
15 titerplatte (Pierce, KMF, Berg. -Gladbach) wird 100 pi der 
synthetisierten DNA-Hybrids gegeben. Die DNA wird tiber Nacht 
unter Schutteln bei 4°C mit der OberflSche inkubiert. An- 
schlieJiend wird die LSsung von der Oberflache abgezogen und 3 
mal mit je 150 \il sterilen Wasser gewaschen. Zur Absattigung 
20 von vorhandenen aktivierten Bindungsstellen wird die Oberfla- 
che 3 mal mit 150 \il sterilen 10 mM TrisCl, ImM EDTA 5 Min. 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Oberflache wird" in sterilen 
100 ]il mM TrisCl, 1 mM EDTA ph 8 bei 4°C gelagert. 

25 3. Bindung an superparamagnetische Partikel 

Streptavidin-beschichtete superparamagnetische Partikel der 
(Dynal, Hamburg) werden 1:1 (v/v) in 10 mM TrisCl, 1 mM EDTA 
ph 8 suspendiert. Ca. 5 pi Partikel-Suspension werden jeweils 
30 in ein beschichtetes Well der Mikrotiterplatte gegeben. Die 
Partikel werden durch leichtes Nachstofien der Mikrotiterplat- 
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te auf der Oberfiache verteilt. Die Suspension wird 15 Min. 
bei Raumtemperatur inkubiert. 

4. Nachweis eines Magnetfelds mittels eines FET-basisierten 
Sensors 

Die Fluoreszenz der Mikrotiterplatte wird im Mikrotiterplat- 
tenreader und im Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Dabei wird 
als Anregungsenergie die WellenlSnge zur Anregung des Fluo- 
reszein bei 491 nm und die Emission bei 515 nm gemessen. In 
die Losung wird in definierten Abstanden vom Boden der Mikro- 
titerplatte ein Permanentmagnet eingefuhrt und nach 20 Sek. 
wieder entfernt. Die ErhShung der Fluoreszenz zeigt das Vor- 
handensein eines magnetischen Felds an. Als Kontrolle dient 
eine Mikrotiterplatte, die ein fixiertes DNA-Hybrid, das 
identisch behandelt wurde aber kein Biotin tragt. 
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Bezugszeichenliste 

1 DNA 

la erste DNA 

5 lb zweite DNA 

2 Haarnadelschleife 

2a erster Schleif enabschnitt 

2b zweiter Schleif enabschnitt 

3 erste fluorophore Gruppe 
10 4 Quencher 

5 feste Phase 

6 erster Antikdrper 

7 Antigen 

8 Stoff 

15 9 zweiter AntikSrper 

10 superparamagnetisches PartiJcel 

11 Permanentmagnet 

12 magnetische Gruppe 

20 El erstes Ende 

E2 zweites Ende 

Fl erste Kraft 

F2 zweite Kraft 



WO 99/45142 



PCTVDE99/0Q558 



14 

Patentansprtiche 

1. Mittel zum Nachweis chemischer Substanzen oder pysikali- 
scher Eigenschaften, mit 

5 

einer eine erste (3) fluorophore Gruppe aufweisenden er- 
sten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz, deren erstes 
Ende (El) an eine feste Phase (5) gebunden ist und 



10 einer eine zweite (4) fluorophore Gruppe aufweisenden 

zweiten Polynukleotid- (lb) oder Peptidsequenz, deren 
zweites Ende (E2) eine an die nachzuweisende cheraische 
Substanz (7) bind- bzw. anlagerbare oder eine fur die 
nachzuweisende physikalische Eigenschaft empfindliche 

15 Gruppe (6, 12) aufweist, 



wobei die erste Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz an 
die zweite Polynukleotid- (lb) oder Peptidsequenz so an- 
lagerbar ist, dass eine eine Wechselwirkung zwischen dem 
20 ersten (3) und dem zweiten f luorophoren. Molekiil (4) er- 

mOglichende raumliche Beziehung herstellbar ist, 

und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz (7) an 
das zweite Ende (E2) und/oder Einwirkung einer auAeren 
25 Kraft (F2) auf die Gruppe (6 , 12) die raumliche Bezie- 

hung aufheb- und damit eine Fluoreszenzreaktion erzeugbar 
ist. 



2. Mittel nach Anspruch 
30 zweite Polynukleotid- 

Molekttl (1) verbunden 



1, wobei die erste (la) und die 
oder Peptidsequenz (lb) zu einem 
sind. 
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3. Mittel nach Anspruch 1 oder 2, wobei die raumliche Bezie- 
hung in Form einer Sekundarstruktur (2), insbesondere als 
Haarnadelschleife, Helix oder Faltblattstruktur, ausge- 
bildet ist. 

4. Mittel nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die erste 
fluorophore Gruppe (3) an einem erst en Schleif enabschnitt 
(2a) und die zweite fluorophore Gruppe (4) gegentiberlie- 
gend an einem zweiten Schleifenabschnitt (2b) der Haarna- 
delschleife (2) in einem eine Wechselwirkung ermdglichen- 
den Abstand gebunden sind. 

5. Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die 
feste Phase (5) ein, vorzugsweise elektrisch leitfahiger, 
Kunststoff ist. 

6. Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei der 
Kunststoff ein Polycarbonat, Trimethylthiophen, Thiophen, 
Triaminobenzol und/oder ein Polycarben enthalt. 

7. Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die 
erste fluorophore Gruppe (3) eine Akzeptorgruppe und die 
zweite fluorophore Gruppe (4) eine Donorgruppe ist. 

8. Mittel nach einem der vorhergehenden Anspriiche, wobei die 
erste fluorophore Gruppe (3) durch einen Quencher ersetzt 
ist. 

9. Mittel nach Anspruch 7 oder 8, wobei die Akzeptorgruppe 
(3) 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, Tetramethylrhodamin, 
Fluoreszein, DABCYL oder Bodipy Fl ist. 
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10. Mittel nach Anspruch 7 oder 9, wobei die Donorgruppe 6- 
Carboxy-Fluorescein, Fluoreszein, IADEANS, EDANS oder Bo- 
dipy Fl ist. 

11. Mittel nach einem der vorhergeheden Anspriiche, wobei die 
Nukleotidsequenz (1, la, lb) DNA, PTO oder PNA ist. 

12. Mittel nach einem der vorhergeheden Anspriiche, wobei die 
Gruppe (6) ein Antikorper, ein Rezeptor, eine DNA-, PTO-, 
Peptid- oder PNA-Sequenz ist. 

13. Verfahren zum Nachweis chemischer Substanzen oder pysika- 
lischer Eigenschaften, mat 

einer eine erste fluorophore Gruppe (3) aufweisenden er- 
sten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz, deren erstes 
Ende (El) an eine feste Phase (5) gebunden ist und 

einer eine zweite fluorophore Gruppe (4) aufweisenden 
zweiten Polynukleotid- (lb) oder Peptidsequenz, deren 
zweites Ende (E2) eine an die nachzuweisende chemische 
Substanz (7) bind- bzw. anlagerbare oder eine fiir die 
nachzuweisende physikalische Eigenschaft empfindiche 
Gruppe (6) aufweist, 

wobei die ersten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz 
an die zweite Polynukleotid- (lb) oder Peptidsequenz so 
angelagert wird, dass eine eine Wechselwirkung zwischen 
dem ersten (3) und dem zweiten fluorophoren Molekttl (4) 
ermoglichende raumliche Beziehung gebildet wird, 
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und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz (7) an 
die Gruppe (6) und/oder Einwirkung einer aufieren Kraft 
auf die Gruppe (6) die r&umliche Beziehung aufgehoben und 
damit eine Fluoreszenzreaktion erzeugt wird. 

5 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die erste (la) und die 
zweite Polynukleotid- Oder Peptidsequenz (lb) zu einem 
Molekiil (1) verbunden sind. 

10 15. Verfahren nach Anspruch 13 oder 14, wobei die rSumliche 
Beziehung in Form einer Sekundarstruktur (2), insbesonde- 
re als Haarnadelschleif e, Helix oder Faltblattstruktur, 
ausgebildet ist. 

15 16. Verfahren nach einem der Ansprtiche 13 bis 15, wobei die 
erste fluorophore Gruppe (3) an einem ersten Schleifenab- 
schnitt (2a) und die zweite fluorophore Gruppe (4) gegen- 
Uberliegend an einem zweiten Schleif enabschnitt (2b) der 
Haarnadelschleife (2) in einem eine Wechselwirkung ermbg- 

20 lichenden Abstand gebunden sind. 

17. Verfahren nach einem der Ansprttche 13 oder 16, wobei die 
feste Phase (5) ein, vorzugsweise elektrisch leitfShiger, 
Kunststoff ist. 



25 



18. Verfahren nach einem der Ansprtiche 13 bis 17, wobei der 
Kunststoff ein Polycarbonat, Trimethylthiophen, Thiophen, 
Triaminobenzol und/oder ein Polycarben enthait. 



30 



19. Verfahren nach einem der Ansprtiche 13 bis 18, wobei die 
erste fluorophore Gruppe (3) eine Akzeptorgruppe und die 
zweite fluorophore Gruppe (4) eine Donorgruppe ist. 
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20. Verfahren nach einem der Ansprttche 13 bis 19, wobei die 
erste fluorophore Gruppe (3) durch einen Quencher ersetzt 
ist . 

5 

21. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die Akzeptorgruppe (3) 
6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin, Tetramethylrhodamin, 
Fluoreszein, DABCYL oder Bodipy Fl ist. 

\ 10 22. Verfahren nach Anspruch 19 oder 21, wobei die Donorgruppe 

5 

6-Carboxy-Fluorescein, Fluoreszein, IADEANS, EDANS oder 
Bodipy Fl ist. 

23. Verfahren nach einem der Anspriiche 13 bis 22, wobei die 
15 Nukleotidsequenz (1, la, lb) DNA, PTO oder PNA ist. 

24. Verfahren nach einem der Ansprtiche 13 bis 24, wobei die 
Gruppe (7) ein AntikSrper, ein Rezeptor, eine DNA-, PTO-, 
Peptid- oder PNA-Sequenz ist. 

20 

25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei der die chemische Sub- 
stanz (7) enthaltenden Probe ein Stoff (8) zugegeben 
wird, der eine weitere zur Anlagerung an die chemische 
Substanz (7) geeignete Gruppe (9) mit einem daran gebun- 

25 denen superparamagnetischen Partikel (10) enthalt. 

26. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die nachzuweisende che- 
mische Substanz (7) an die Gruppe (6) und an die weitere 
Gruppe (9) gebunden wird. 

30 

27. Verfahren nach Anspruch 26, wobei ein Magnetfeld angelegt 
wird, so dafi das superparamagnetische Partikel (10) von 
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der f est en Phase (5) wegbewegt und dadurch die Sekundar- 
struktur (2) aufgehoben oder geandert wird. 

28 Verfahren nach einem der Anspruche 13 bis 27, wobei die 
Fluoreszenz mittels eines mit einer Datenverarbeitungs-. 
einrichtung verbundenen Fluorometers erfaBt wird. 

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei aus der zeitlichen An- 
derung der Fluoreszenzintensitat die Konzentration der 
nachzuweisenden chemischen Substanz (7) ermittelt wird. 

30. Zusammenstellung von Mitteln (Kit) zur Durchfiihrung des 
Verfahrens nach Anspruch 13, mit 

al) einer einer im Bereich einer Sekundarstruktur (2) ei- 
ne erste (3) und eine damit in Wechselwirkung stehende 
zweite fluorophore Gruppe (4) aufweisenden Polynukleo- 
tidsequenz (1), deren erstes Ende (El) an eine feste Pha- 
se (5) gebunden und deren zweites Ende (E2) eine an die 
nachzuweisende chemische Substanz (7) bind- bzw. anlager- 
bare oder eine far die nachzuweisende physikalische Ei- 
genschaft empfindliche Gruppe (6) aufweist, wobei bei An- 
lagerung der chemischen Substanz die Gruppe (6) und/oder 
Einwirkung einer auBeren Kraft (F2) auf die Gruppe (6, 
12) die raumliche Beziehung aufhebbar und damit eine 
Fluoreszenzreaktion erzeugbar ist 



oder 



0 a2) einer eine erste (3) fluorophore Gruppe aufweisenden 

ersten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz, deren er- 
stes Ende (El) an eine feste Phase (5) gebunden ist und 
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einer eine zweite fluorophore Gruppe (4) aufweisenden 
zweiten Polynukleotid- (la, lb) Oder Peptidsequenz, deren 
zweites Ende (E2) eine an die nachzuweisende chemische 
Substanz (7) bind- oder anlagerbare Oder eine fttr die 
nachzuweisende physikalische Eigenschaft empfindliche 
Gruppe (6, 12) aufweist, wobei die erste Polynukleotid- 
(la) oder Peptidsequenz an die zweite Polynukleotid- (lb) 
Oder Peptidsequenz so angel agert wird, dass eine eine 
Wechselwirkung zwischen der ersten (3) und der zweiten 
fluorophoren Gruppe (4) ermoglichende raumliche Beziehung 
herstellbar ist, und wobei bei Anlagerung der chemischen 
Substanz (7) an die Gruppe (6) und/ oder Einwirkung einer 
aufieren Kraft (F2) auf die Gruppe (6, 12) die raumliche 
Beziehung aufhebbar und damit eine Fluoreszenzreaktion 
erzeugbar ist. 

31. Zusammenstellung von Mitteln nach Anspruch 30 enthaltend 
einen Stoff (8), der eine weitere zur Anlagerung an die 
chemische Substanz (7) geeignete Gruppe (9) mit einem 
daran gebundenen superparamagnetischen Partikel (10) ent- 
halt. 

32. Zusammenstellung von Mitteln (Kit) nach Anspruch 31, ent- 
haltend einen Magneten (11) . 
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(57) Abstract 

The invention relates to an agent fox detecting 
chemical substances or physical properties, compris- 
ing: a first polynucleotide (1) or peptide sequence 
having a first (3) fluorophore group, the first end (El) 
of said sequence being bonded on a solid phase (5) 
and a second polynucleotide (la) or peptide sequence 
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end (E2) of said sequence having a group (6) that 
can be bonded or attached to the chemical substance 
(7) to be detected or that is sensitive to the physi- 
cal property to be detected. The first polynucleotide 
(1) or peptide sequence can be attached to the sec- 
ond polynucleotide (la) or peptide sequence in such 
a way that a spatial relationship enabling an interac- 
tion between the first (3) and the second fluorophore 
group (4) is produced When the chemical substance 
(7) is attached to the group (6) and or the influence of 
an external force is exerted on the group (6, 12), the 
spatial relation can be eliminated thereby generating 
a fluorescent reaction. 

(57) Z njgammp n fojgjgnng 

Die Erfindung betrifft ein Mittel zum Nachweis chemischer Substanzen oder physikaliscber Eigenschaften, mit einer erne erste 
(3) fluorophore Gruppe aurweisenden ersten Polynukleotid- (1) oder Peptidsequenz, deren erstes Ende (Bl) an eine feste Phase (5) 
gebunden ist und einer erne zweite (4) fluorophore Gruppe aurweisenden zweiten Polynukleotid- (la) oder Peptidsequenz, deren zweites 
Ende (E2) eine an die nachzuweisende chemische Substanz (7) bind- bzw. anlagerbare oder eine fur die nachzuweisende physikalische 
Eigenschaft empfindliche Gruppe (6) aufweist, wobei die erste Polynukleotid- (1) oder Peptidsequenz an die zweite Polynukleotid- (la) 
oder Peptidsequenz so anlagerbar ist. dass eine eine Wechselwirkung zwischen der ersten (3) und der zweiten fluorophoren Gruppe (4) 
ermdglichende raumhche Beziehung herstellbar ist, und wobei bei Anlagerung der chemischen Substanz (7) an die Gruppe (6) und/oder 
Einwirkung einer auSeren Kraft auf die Gruppe (6, 12) die rSumliche Beziehung aufheb- und damit eine rTuoreszenzreakuon erzeugbar ist 
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